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Introducción y objetivo. La infección con el virus de la hepatitis C (VHC) es una de las causas 
más importantes de hepatopatía crónica en el mundo. El estrés oxidativo juega un papel 
importante en la patogénesis de la infección crónica por VHC. Se ha reportado que la 
replicación del VHC puede ser modificada mediante la modulación del estrés oxidativo en la 
célula. Se sabe que el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) modula los niveles de estrés 
oxidativo en líneas celulares de hepatoma humano, disminuyendo los  niveles de especies 
reactivas de oxígeno e interviniendo directamente en los niveles de glutatión reducido en la 
célula. Existen reportes relacionados con pacientes infectados con el VHC sometidos a 
hemodiálisis, en donde se demuestra que al terminar el protocolo de hemodiálisis hay una 
disminución significativa de la carga viral acompañada de niveles altos de HGF en sangre.  
Objetivo: Evaluar el efecto del HGF en la expresión del VHC utilizando un modelo de 
replicones subgenómicos y su relación con el estrés oxidativo. Material y métodos. Células de 
hepatoma humano parental y VHC-replicón fueron expuestas a 50 ng/mL de HGF  a diferentes 
tiempos (0-72 horas). Se evaluó la viabilidad celular a diferentes concentraciones de HGF (20-
100 ng/mL) por medio de Alamar azul. Se realizaron extracciones de RNA  y proteínas totales. 
Se sintetizó el cDNA a partir del RNA por retrotranscripción  y se amplificó un fragmento del 
genoma del VHC para evaluar su expresión por PCR en tiempo real. Se realizó un western blot 
para medir la expresión de la proteína viral NS5A, además de la expresión de las proteínas 
antioxidantes Cu/Zn-SOD, Mn-SOD y catalasa. Se midieron las proteínas oxidadas por medio 
de Oxiblot y se determinó el nivel de especies reactivas de oxígeno por el método de la DHCF. 
Se analizaron los resultados. Resultados. Los niveles de RNA del VHC disminuyeron en un 
10% a las 6h y 12h post- tratamiento, respecto a su control sin tratamiento. Al tiempo de 24h, se 
obtuvo una disminución del 50% aproximadamente en comparación al control; sin embargo, a 
las 48h y 72h la expresión del VHC es similar a los controles. A nivel traduccional, se observó 
una tendencia de disminución  del nivel de NS5A; sin embargo, no fue estadísticamente 
significativa. . Los niveles de ROS no se ven disminuidos en las células al ser tratadas con el 
HGF. El índice de proteínas oxidadas se ve disminuido, en las dos líneas celulares, siendo 
estadísticamente significativa, alas 72 horas post-tratamiento.  La expresión de las enzimas 
Cu/Zn SOD, MnSOD y catalasa, en el caso de las células replicón, no presentan ningún cambio  
en su expresión; en el caso de las células parental, se observa un aumento con respecto al 
tiempo de la expresión de las enzimas evaluadas. La viabilidad celular se mantiene entre 100-
70% durante los diferentes tiempos de tratamiento. Conclusiones. El HGF disminuye los 
niveles de RNA viral a nivel transcripcional, posiblemente el HGF participe en la 
desestabilización del RNA viral induciendo su posterior degradación. Talvez exista una 
correlación entre el estrés oxidativo celular y la expresión viral; debido a que hubo una 
disminución en el nivel total de proteíanas oxidadas. El mecanismo es independiente de la 
acción de Cu/Zn SOD, Mn SOD y catalasa. La elucidación de la vía de señalización del HGF 
puede ser clave para el diseño de nuevos agentes antivirales.   
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1.1  Epidemiología de la Hepatitis C 
 
 
La hepatitis C es un problema de salud global causado por la infección 
con el virus de la hepatitis C (VHC). Aunque no se encuentran disponibles datos 
de prevalencia representativos de muchos países, los datos disponibles indican 
que aproximadamente el 3% de la población mundial está infectada con el VHC. 
Se estima que alrededor de 170 millones de personas en todo el mundo se 
encuentran crónicamente infectados con este virus[1]. En países en desarrollo, 
la transmisión nosocomial de nuevas infecciones de VHC es el mayor problema 
ya que debido a la reutilización de jeringas contaminadas o esterilizadas 
inadecuadamente y agujas usadas en procedimientos médicos, paramédicos y 
dentales[2], con 2.3 -4.7 de nuevas infecciones cada año[3]. 
En el contexto mundial se describen cuatro niveles epidemiológicos en 
cuanto a la transmisión de la hepatitis C. Para ello, se utiliza la frecuencia de 
anticuerpos contra VHC en donadores como indicador, siendo así, un nivel 
elevado con frecuencias mayores de 5%, el nivel intermedio con frecuencias de 
1.1 a 5 %, el nivel bajo con prevalencia de 0.2 a 1 % y el muy bajo con cifras 
menores a 0.1 %. De acuerdo con esta clasificación, México se encuentra en el 




   Figura 1. Distribución geográfica de la población infectada con el VHC hasta     
el 2007. 
 
En México, una encuesta con base poblacional de hepatitis C, indica que 
hay 700 mil mexicanos infectados mayores de 20 años, y una cuarta parte de 
los infectados (24.7%) tiene una infección activa. La prevalencia más alta está 
en las entidades del norte del país con 2 %, seguidas del sur del país con 1.5% 
y el centro con 1.1 %. Al considerar la evolución natural de la infección puede 
esperarse que esta enfermedad tenga un elevado peso en este país y 






1.2 Historia Natural de la Hepatitis C 
 
La enfermedad comienza con una fase aguda generalmente 
asintomática, lo que dificulta el diagnóstico a etapas tempranas de la infección. 
Del total de los infectados, alrededor del 54-86% desarrollan hepatitis C crónica 
en un periodo de 20 a 30 años. De los individuos en fase crónica, el 17-55% 
evoluciona a cirrosis hepática, 1-23% desarrollan carcinoma hepatocelular 
(CHC) y el 4-15 % muere a causa de las afecciones anteriores[5-6]. El CHC 
está considerado como la 3er causa de muerte por cáncer a nivel mundial 
debido a su mal pronóstico.[7]. Se sugiere que el desarrollo de la cronicidad 
depende de la edad a la cual la persona adquiere la infección, es decir, si la 
infección comienza antes de los 40 años de edad, alrededor del 20 % 
desarrollarán cirrosis en un periodo de 20 años; por otro lado, si se contrae la 
enfermedad después de los 40 años, existe un porcentaje mayor, 40%, de 
infectados que desarrollarán cirrosis en ese periodo[8] (Figura 2). 
Figura 2. Historia Natural de la Hepatitis C. 
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1.3 Factores de Riesgo y Vías de Transmisión 
 
La mayoría de las personas infectadas han contraído el virus a través de 
transfusiones sanguíneas, productos sanguíneos contaminados o material de 
inyección de drogas contaminado; de manera secundaria, se contrae el virus 
por las vías, sexual y  perinatal[9]. La transfusión sanguínea ha sido una de las 
principales causas de contagio, ya que, como se sabe, antes de los 90´s no se 
evaluaba la presencia del virus en los donadores; sin embargo, actualmente la 
transmisión de este tipo ha disminuido mundialmente debido a la mejora en los 
sistemas de salud. La prevalencia de VHC entre personas que adquirieron VIH 
a través del uso de drogas intravenosas alcanza el 90%. La coinfección con 
otros virus como VIH y VHB hace más difícil el tratamiento. La infección por el 
VHC también es frecuente en pacientes con hemodiálisis crónica (HD), con una 
prevalencia de entre 8 y 10 %[10]. Las vías sexual y perinatal, se consideran 




1.4 Diseños Experimentales para el Desarrollo de Vacunas 
 
La alta tasa de mutación del virus ha obstaculizado el desarrollo de una 
vacuna; sin embargo, una serie de enfoques se encuentran actualmente en 
desarrollo. Uno de los principales desafíos que enfrenta el desarrollo de 
una vacuna para el VHC es el alto grado de diversidad genética que se 
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manifiesta en el virus, estimado en 10 veces mayor que la observada en el 
VIH. Esto se debe a la  que la RNA polimerasa viral no tiene la capacidad de 
corrección de error. La proteína de envoltura, que es el principal objetivo de 
los anticuerpos contra el VHC, es particularmente variable en los diferentes 
subtipos del VHC[14-15].  Otros factores que han obstaculizado el desarrollo de 
una vacuna para el VHC son la falta de un modelo animal accesible y el hecho 
de que el virus no se puede producir fácilmente en el laboratorio. No es 
posible desarrollar una vacuna que se dirige a todos los genotipos del VHC, 
pero las vacunas genotipo específico que se administran en las regiones 
donde predominan los genotipos específicos es un objetivo realista. 
La primer vacuna candidato se administró a los seres humanos en 2003, 
y consistió en una proteína recombinante del VHC-E1 en adyuvante de alumbre 
(InnoVAC-C desarrollado por Innogenetics, Gante, Bélgica). La razón de ello 
es que  se sabe que la presencia de anticuerpos preexistentes contra  proteínas 
de la envoltura del VHC se ha asociado con una mejor respuesta al tratamiento 
con interferón. Después de varias inyecciones, la vacuna induce la producción 
de anticuerpos y la respuesta de células T[16-17].  No se han publicado nuevos 
estudios sobre esta vacuna y la empresa dejó el programa de la vacuna contra 
el VHC en 2008. 
Una posible opción de vacuna terapéutica es  IC41, fue desarrollada 
por Intercell AG (Viena, Austria), con base en cinco péptidos sintéticos que 
contienen  5 epítopes restringidos de  VHC, HLA A2 CD8 + de células T, y 3  
epítopes de  CD4 +. Se ha demostrado que esta vacuna genera respuesta de 
células T proliferativa específica para VHC y además la respuesta específica 
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de IFN-gamma, tanto en individuos sanos como en 
infectados crónicamente por el VHC los estudios se encuentran en fase I [18]. 
Por último, una vacuna de células T con la proteína core del 
VHC producida en levaduras adsorbidas en una matriz  compleja 
 inmunoestimulante (ISCOM) está siendo desarrollado por Novartis,  
estudios en macacos muestran la inducción de la respuesta 
de los CD8 + y CD4 + de células T [19]. 
Estos son algunos de los ejemplos de los numerosos esfuerzos que se 




1.5 Tratamientos Disponibles 
 
Las opciones terapéuticas son aun limitadas, los tratamientos disponibles 
son paliativos e inespecíficos para el VHC. el tratamiento estándar actual 
consiste en interferón-α pegilado combinado con ribavirina, el cual es 
frecuentemente difícil de tolerar y resulta en una respuesta viral sostenida 
(RVS) en aproximadamente 50% de los pacientes[20]. La RVS está relacionada 
con el genotipo viral, siendo así el genotipo 1 el de menor respuesta y el 
genotipo 2 el de una respuesta más favorable[21].  
Los interferones (IFN´s) son proteínas, específicamente glicoproteínas, 
conocidas como citocinas; fabricadas y liberadas por la célula huésped en 
respuesta a la presencia de patógenos, como son los virus. Permiten la 
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comunicación entre las células para desencadenar defensas del sistema 
inmune que erradica los patógenos. Actúan mediante la interacción con sus 
receptores epecíficos, los IFN´s activan a transductores de señal y a complejos 
activadores de la transcripción o STAT. Esto desencadena la vía de 
señalización mejor conocida para los IFN´s, la via Janus cinasa-STAT (JAK-
STAT), provocando la activación de genes de respuesta al interferón [19]. 
Tienen un tiempo de vida media muy corto, es por ello, que se le realizó una 
modificación, añadiendo un polietilengicol para dificultar su eliminación y 


















La ribavirina es un nucleósido triazólico sintético, análogo de la 
guanosina e inosina. La acción que ejerce está directamente relacionada con su 
semejanza estructural con el nucleósido natural de guanosina. Los mecanismos 
de acción que se han descrito son: inmunomodulación  de TH1 sobre TH2, 
inhibición de IMPDH que lleva a la depleción de GTP, inhibición directa de la 
RNA polimerasa del VHC y mutagénesis que resulta en una menor infectividad 
(figura 4). Después de fosforilarse por enzimas celulares e ribavirinatrifosfato, 
su forma más activa biológicamente, puede actuar sobre enzimas del virus 
relacionadas con la síntesis de proteínas. Debido a esto, presenta un amplio 
espectro de actividad antiviral, tanto en virus DNA como RNA[23]. 
Figura 4. Mecanismos de acción de la ribavirina. 
  
La politerapia consiste en administrar interferón α pegilado (interferón A 3 
millones de U, 3 veces por semana) más ribavirina (800-1200 mg/día). Los 
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estudios clínicos determinaron también la duración de la terapia: 48 semanas 
para el genotipo 1 y 24 semanas para el genotipo 2 y 3. Las tasas globales de 
respuesta viral sostenida son de 29 % para el genotipo 1 y 62 % para los 
genotipos 2 y 3.  
Debido al bajo porcentaje de respuesta viral sostenida en los pacientes, a 
los efectos adversos presentes en la terapia y a la prevalencia se continúa con 
la búsqueda de nuevas opciones terapéuticas. 
La clase de fármacos que están siendo más estudiados, son los 
inhibidores de la serin proteasa de VHC, NS3-NS4A. La terapia STAT-C 
(Specifically Targeted Antiviral Therapy, por sus siglas en inglés), representa 
una colección de agentes bajo investigación para el uso en el tratamiento de 
la infección por el VHC. Estos incluyen inhibidores de la 
polimerasa (nucleósidos y análogos no nucleósidos) y los inhibidores de la 
proteasa que suprimen la replicación viral por inhibición selectiva de la 
síntesis de proteínas estructurales del virus. La evaluación de estos agentes ha 
producido una eficacia alentadora, mejorado la seguridad y la tolerancia de la 
terapia [24-26]. En mayo del 2011, la FDA aprobó dos de ellos, boceprevir y 
telaprevir, asi que actualmente se encuentran disponibles como terapia 
combinada al tratamiento estándar (Tabla 1).  
Por otro lado están los inhibidores de la polimerasa Una respuesta 
antiviral rápida relacionada con la dosis,l clínicamente significativa se 
observó con VCH-759 (un inhibidor no nucleósido) en monoterapia, que fue 
similar en ambos genotipos 1a y 1b [27]. VCH-222, otro inhibidor no 
nucleósido, también logró una rápida y potente supresión virológica cuando se 
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utiliza como monoterapia durante tres días [28]. El tratamiento en pacientes con 
infección por el genotipo 1 con el inhibidor no nucleósido de la 
polimerasa VHCPF-00868554 (filibuvir) dio lugar a un descenso rápido y 
moderado el RNA del VHC dentro de las 48 h del inicio del tratamiento, pero la 
mayoría de los sujetos experimentaron rebote o mesetas en sus niveles de RNA 














Tabla 1. Nuevas drogas dirigidas específicamente contra VHC. *Fármacos 







1.6 Biología Molecular del Virus de la Hepatitis C 
 
El virus de la hepatitis C fue identificado en 1989 por inmunodetección  
de suero de un paciente con hepatitis no A, no B [30]. Está clasificado dentro 
del género Hepacivirus en la familia Flaviviridae, existen 6 genotipos del virus y 
mas de 50 subtipos. Estos genotipos difieren  alrededor de 31 a 34 % en sus 
secuencias nucleotídicas, en tanto que los subtipos difieren cerca del 20 al 23 
% [31]. Su genoma se compone  de una cadena de RNA de polaridad positiva, 
la cual posee una región no codificante (NCR) en 5´, que incluye un sitio de 
internalización del ribosoma (IRES), un marco de lectura abierta que codifica 
para una poliproteína de alrededor de 3 mil aminoácidos, y que está sometida a 
procesamiento co- y postraduccional por  proteasas de la célula huésped y 
virales para producir proteínas virales individuales  y una 3´NCR [32-33]. Las 
proteínas estructurales, las cuales forman la partícula viral, incluyen la proteína 
del core y las glicoproteínas de la envoltura E1 y E2. Las proteínas no 
estructurales incluyen el canal iónico P7, la proteasa NS2-3, la serin proteasa 
NS3 y la RNA helicasa, el polipéptido NS4A, las proteínas NS4B y NS5A; y la 
NS5B, que corresponde a la polimerasa dependiente de RNA (RdRp)[34]. La 
región NCR 5´, es altamente conservada  y tiene una longitud de unos 340 
nucleótidos y precede el codón de iniciación de la traducción. La NCR 3´de 
longitud variable consiste en una cadena corta no conservada de alrededor de 





  Figura 3.Organización genética y procesamiento de la poliproteína del VHC. 
 
 
El VHC solo infecta a humanos y chimpancés, es un virus hepatotrópico, 
es decir, infecta preferentemente a hepatocitos; sin embargo, es capaz de 
infectar otros tipos celulares, tales como, células dedríticas, células B o células 
de kupffer. El virus circula en el huésped, unido a lipoproteínas de baja y muy 
baja densidad (LDL y VLDL), además también circula unido a inmunoglobulinas 
o como virión libre.[35] Se han propuesto varios receptores para VHC en la 
célula, algunos de ellos son, CD81, el receptor e LDL, scavenger receptor clase 






Una vez que es reconocido por los receptores de membrana, el virus se 
internaliza vía endocitosis mediada por clatrina, la acidificación del endosoma 
induce la fusión de la membrana glicoprotéica. Poco se sabe del proceso de 
pérdida de la envoltura, el cual resulta en la liberación del genoma en el 
citosol[20]. 








1.7  Estrés Oxidativo y Replicación Viral 
 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS por reactive oxygen species) 
incluyen iones de oxígeno, radicales libres y peróxidos tanto inorgánicos como 
orgánicos. Son generalmente moléculas muy pequeñas altamente reactivas 
debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no apareada. 
Estas especies se forman de manera natural como subproducto del 
metabolismo normal del oxígeno y tienen un importante papel en la señalización 
celular [39]. Los radicales libres son átomos o grupos de átomos que tienen un 
electrón desapareado por lo que son muy reactivos, ya que tienden a tomar un 
electrón de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad 
electroquímica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrón 
que necesita para aparear su electrón libre, la molécula estable que se lo cede 
se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrón 
desapareado, iniciándose así una verdadera reacción en cadena que provoca 
daños en la célula [40].  Cuando el aumento del contenido intracelular de 
radicales libres y especies reactivas de oxígeno, sobrepasa las defensas 
antioxidantes de la célula se produce estrés oxidativo, a través del cual se 
induce daño a moléculas biológicas como lípidos, proteínas, ácidos nucléicos, 
etc.  
El estrés oxidativo se presenta en diversos estados patológicos en los 
cuales se altera la funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el 
desarrollo de enfermedades degenerativas como la aterosclerosis, 
cardiomiopatías, enfermedades neurológicas, cáncer, etc. Además, es ahora 
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considerado como un jugador clave en el desarrollo y progresión de la 
patogénesis del hígado inducida por el VHC [41]. La infección por el virus 
produce un aumento en la generación ROS, lo que provoca estrés oxidativo en 
el hígado[42]. Las ROS pueden dañar el DNA directamente o mediante los 
compuestos con los cuales reaccionan como lípidos y proteínas, provocando 
mutaciones, las cuales son responsables del proceso de daño en el hígado y 
del desarrollo de cáncer hepático [43-44]. El incremento en las ROS puede 
potenciar la replicación del virus; esto es ciertamente ventajoso, ya que debe 
replicarse en los hepatocitos que se encuentran en G0 [34].  
El virus puede inducir las ROS vía múltiples mecanismos: la localización 
particular de la proteína del core en la membrana externa de la mitocondria 
puede inducir un incremento en la oxidación del glutatión de la mitocondria y 
facilita la entrada de Ca2+ a ella por medio de la sensibilización momentánea de 
la permeabilidad de la membrana. También hay un incremento en la producción 
de  ROS por el complejo I de la cadena de transporte de electrones y una 
redistribución del Citocromo C de mitocondria a citosol. Por otro lado las 
proteínas no estructurales incluyendo NS5A están asociadas con la membrana 
del retículo endoplásmico (RE), la cual activa la liberación de Ca2+ del RE de 
esta manera induciendo estrés oxidativo [45]. Se ha demostrado que NS3 
desencadena la producción de ROS vía activación de la oxidasa de NADPH 





Figura 5. Mecanismos de inducción de ROS por el VHC 
 
 
Bajo condiciones normales, numerosos sistemas antioxidantes existen 
para atenuar el estrés oxidativo y mantener el balance redox de la célula. Las 
ROS son eliminadas de la célula por enzimas antioxidantes incluyendo la 
glutatión peroxidasa (GSH), usando glutatión reducido como sustrato. Otros 






Tabla 2. Principales antioxidantes, su ubicación y su función. 
 
Un vínculo entre el estrés oxidativo y la patogénesis es también apoyado 
por estudios clínicos sugiriendo que la terapia antioxidante podría mejorar el 
daño hepático y ser útil en el manejo de pacientes con VHC[42].  
 
1.5  Modelo de Replicón Subgenómico VHC 
 
Uno de los inconvenientes para el estudio de las infecciones producidas 
por el VHC es la falta de un sistema in vitro o in vivo capaz de mantener la 
replicación del virus. Aunque, se ha descrito la detección de la replicación del 
VHC en varios sistemas celulares, tanto de origen humano como no humano, 
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en ningún caso dicha replicación ha sido suficiente como para poder llevar 
acabo estudios concluyentes [48]. Como consecuencia de ello, son limitados los 
conocimientos sobre los mecanismos moleculares responsables de la 
persistencia de la infección viral. Además, esto ha dificultado enormemente el 
desarrollo de  nuevas alternativas para la profilaxis y el tratamiento de la 
hepatitis C. En 1999, Barstenchlager y cols, lograron establecer el primer 
replicón subgenómico del VHC en la línea celular de hepatocarcinoma humano 
(Huh-7) [49].  Este replicón lo obtuvieron a partir de una clona que contenía el 
genoma del VHC aislado de pacientes infectados.  
El desarrollo de replicones subgenómicos de RNA del VHC capaces de 
mantener niveles de expresión estables, representan la principal alternativa 
para el estudio de los mecanismos de infección del virus. El replicón 
subgenómico del VHC es RNA bi-cistrónico, y contiene un gen de resistencia a 
neomicina bajo el control traduccional de la región IRES de VHC seguida de las 
proteínas no estructurales del virus desde NS3 hasta NS5B bajo el control 
traduccional de la región IRES de EMCV, se muestra un esquema del replicón 
en la figura 5. 
 
 






Los replicones subgenómicos del VHC aún careciendo de la región que 
codifica para las proteínas estructurales del VHC, contienen todos los 
elementos necesarios para estudiar su replicación y traducción. Son capaces de 
producir nuevas moléculas subgenómicas que a su vez, pueden continuar 
replicándose, pero no son capaces de originar virus completos infecciosos, por 
lo tanto es un sistema seguro para trabajar. Se ha demostrado también, que 
estos replicones subgenómicos son capaces de producir estrés oxidativo en la 
célula, por lo tanto, pueden ser utilizados para evaluar la modulación del estrés 
oxidativo[50]. Por lo anterior, este sistema representa una alternativa para 
avanzar tanto en el estudio de los mecanismos de replicación del VHC, como 
en el desarrollo de nuevas expectativas para la profilaxis y tratamiento de la 
hepatitis C, en el que los blancos potenciales para el desarrollo de nuevos 













1.9 Factor de crecimiento de hepatocitos 
 
El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), también conocido como 
factor disperso (scatter), se identificó en 1984 como una glicoproteína con gran 
actividad mitogénica en cultivos primarios de hepatocitos. Posteriormente se 
encontró que presenta actividades biológicas adicionales como: mitogénesis, 
angiogénesis, morfogénesis, aumento de la motilidad celular y antiapoptosis en 
una gran variedad de células principalmente células epiteliales y endoteliales, 
así como diferentes tejidos durante el desarrollo embrionario y en el curso de 
varias patologías[51-54]. Estudios in vitro muestran que el HGF estimula el 
crecimiento de hepatocitos en cultivo primario[55-57]. Diversos estudios indican 
también, que el HGF promueve la regeneración del hígado in vivo. La 
administración de HGF exógeno incrementa el índice de regeneración del 
hígado. Por otro lado, estudios en  ratones transgénicos de HGF demuestran 
que, después de realizarles una hepatectomía parcial, le toma la mitad del 
tiempo para regenerarse al tamaño normal en comparación con los 
controles[58-59].  
El receptor específico para HGF ha sido identificado como producto del 
protooncogén c-Met[60-61]. Por medio de estudios de receptores quiméricos, se 
ha sugerido que todas las actividades  biológicas del HGF son transducidas a 

























Figura 6. Estructura esquemática del receptor de HGF, c-Met  y la actividad 
biológica de HGF[62]. 
 
 
Su capacidad para estimular la mitogénesis, la motilidad celular, y 
la invasión de la matriz le confiere papel central en la angiogénesis, 
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tumorogénesis, y la regeneración de tejidos. Es secretado como un polipéptido 
inactivo y es escindido por serin proteasas, en una cadena alfa de 69-kDa  y 
una cadena beta de 34 kDa. Un puente disulfuro entre las cadenas alfa y beta 
produce la molécula heterodimérica activa. La proteína pertenece a la 
subfamilia del plasminógeno de las peptidasas S1 pero no tiene 
ninguna actividad detectable de proteasa. El  splicing alternativo de este 
gen produce múltiples variantes de transcripción que codificaban las distintas 
isoformas[63]. 
 
Los mecanismos de transducción de señal post-receptor son todavía 
poco comprendidos (Figura 7). En hepatocitos, el HGF ha demostrado inducir la 
expresión de algunos genes tempranos incluyendo c-jun[59]; y activar algunos 
mensajeros secundarios como las protein-cinasas activadas por mitógenos 
(MAPKs) [64-65]; sin embargo, todavía se desconocen todos los efectores que 
participan en esta vía de señalización. 
La activación de Met  induce la actividad cinasa catalítica, lo que 
desencadena la fosforilación de las  tirosinas Tyr 1234 y Tyr 1235. Estas 
dos tirosinas  activan transductores de señales, iniciando así un amplio espectro 
de actividades biológicas impulsadas por Met, usualmente conocido como el 





 Figura 7. Vías de transducción de señales desencadenadas por HGF/c-
Met[67]. 
 
La administración de HGF  es valiosa en diversos modelos de 
enfermedades hepáticas, falla renal, diabetes mellitus y enfermedades 
cardiovasculares. Sin embargo, el uso en humanos esta restringido debido al 
posible papel del HGF en la propagación de algunos tumores.[68] 
Los datos acumulados sugieren que HGF puede funcionar como 
un factor antioxidante capaz de proteger contra el estrés oxidativo celular 
a través de la modulación de los niveles intracelulares de GSH, el principal 
determinante del potencial redox celular, enzimas y citoprotectores [69]. La 
señalización PI3K/Akt conduce a la activación del factor de transcripción 
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nuclear κ-B (NFκ-B), que a su vez regula la expresión de genes antioxidantes 
[70]. Es por ello que se enfoca este trabajo en evaluar el posible efecto 
























II. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES 
 
Recientemente se han probado distintas alternativas terapéuticas que 
pueden funcionar como adyuvantes. Ejemplo de ello es el efecto que posee el 
ácido acetilsalicílico (AAS), sobre la replicación y expresión del VHC. El AAS 
fue capaz de disminuir los niveles de RNA viral y proteína viral, y el efecto fue 
dependiente del tiempo.  Este efecto, parece ser modulado por  un intermediario 
de la vía del estrés oxidativo [48]. Otra alternativa poco estudiada, es el factor 
de crecimiento de hepatocitos, del cual se han reportado propiedades 
antioxidantes, por mencionar algunas,  provoca la disminución de las especies 
reactivas de oxigeno responsables del estrés oxidativo en hepatocarcinoma 
celular [71], se ha descubierto también un efecto benigno en pacientes 
infectados con HCV que se encuentran en tratamiento frecuente con diálisis y lo 
han asociado a la presencia de este factor [30].  
Existen algunos sistemas antioxidantes celulares que previenen o 
modulan el daño oxidativo. Estos sistemas son clasificados como enzimáticos 
(SOD, catalasa y glutatión peroxidasa), antioxidantes preventivos (transferrina y 
ceruloplasmina) y antioxidantes secuestradores de ROS (α-tocoferoles, β-
carotenos, Vitamina C, ácido úrico y bilirrubina). Algunas moléculas como la 
vitamina E y el glutatión participan en la regulación de ROS, y estas moléculas 
son estimuladas por factores de crecimiento como el HGF a través de su 
receptor Met. Se ha estudiado ampliamente el sistema HGF/Met en procesos de 
carcinogénesis y de protección antiapoptótica. En el 2008, Gómez Quiroz y 
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colaboradores, relacionaron la ausencia del receptor Met, al aumento en los 
niveles de especies reactivas de oxígeno, estos datos proveen evidencia de que 
la señalización por Met es un factor crítico en la protección contra generación 
excesiva de especies reactivas de oxígeno [72]. En este estudio realizaron la 
evaluación del estrés oxidativo utilizando ratones knock-out para el receptor Met 
(Met-KO), encontrando que en la ausencia de dicho receptor se detectaba un 
aumento en la generación de ROS (panel b, figura 8) a comparación del control 











Figura 8.  Los hepatocitos Met-KO están sujetos a 
estrés oxidativo. 
 
Además, se encontró que existe una diferencia en el nivel proteico de 
enzimas antioxidantes, como la Catalasa y la CuZn SOD, presentándose una 
mayor cantidad de éstas desde el tiempo cero de los hepatocitos Met-KO, a 











Figura 9.  Expresión de proteínas antioxidantes.  Extractos de 
lisados completos se prepararon de los hepatocitos Cre-Ctrl y 
Met-KO tratados con  HGF (40 ng/ml) a tiempos 0, 3, 6, 12 Y 24 h. 
 
 
En este mismo estudio  se demostró que la relación de glutatión reducido 
(GSH) y glutatión oxidado (GSSG), se ve disminuida en ausencia del receptor 
del HGF, además, de que en los hepatocitos normales que si expresan el 
receptor y  que fueron tratados con HGF, la relación aumentó 
significativamente.  
 
Por otro lado Lee y colaboradores en el 2009, probaron el efecto del HGF 
en las líneas celulares de hepatocarcinoma humano HepG2 y Hep3B (VHB +), 
















Figura 10.  Efecto del HGF en la acumulación de ROS. 
 
 
Poco se sabe en cuanto a la relación que posee el HGF con la 
enfermedad del hígado causada por el VHC, Rampino y colaboradores, en 
1999, demostraron que la enfermedad hepática provocada por el VHC se ve 
beneficiada en pacientes en tratamiento frecuente de diálisis y puede depender 



















Figura 11. Niveles de HGF en suero de pacientes 
sin patología renal (WRD) y de pacientes sometidos a 
tratamiento con diálisis regulares (RDT). 
 
 
En 2002 Borawski y colaboradores, demostraron que existe una relación 
entre los niveles de HGF sérico y proteínas relacionadas con el estrés oxidativo 
como la Cu/Zinc Superóxido dismutasa (Cu/Zinc SOD), en pacientes VHC 
positivos sometidos a tratamiento con diálisis frecuentes [73].  
Por otro lado en 2010, Barril y colaboradores, evaluaron lo que hicieron 
Rampino y cols. en 1999 pero utilizaron membranas de alto y bajo flujo y 
sometieron a los pacientes a diálisis intermitentes o diarias, con la finalidad de 
descartar si el tipo de membrana utilizada o el esquema de diálisis utilizado 
afectaba en el aumento  a nivel sérico de HGF y en la disminución en los 
niveles de RNA del virus, en pacientes VHC positivos en tratamiento con 
diálisis, no observaron diferencias entre las distintas variables con lo que 
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comprobaron que el efecto es independiente del tipo de membrana utilizada y 
del esquema de diálisis. [74].  
Es por ello que la presente tesis se enfoca en la evaluación del efecto del 
HGF en células que expresan las proteínas no estructurales del VHC con el fin 
de obtener un acercamiento al mecanismo por el cual logra la disminución de la 
carga viral sistémica en los pacientes dializados y esclarecer si existe una 










































Es de gran importancia la búsqueda de nuevas alternativas de 
tratamiento para el VHC, ya que a la fecha el tratamiento administrado a 
pacientes infectados, interferón α-pegilado /ribavirina, posee una baja respuesta 
viral sostenida, es por ello que se deben buscar tratamientos que funcionen 
como adyuvantes en la terapia. Se ha reportado que en pacientes sometidos a 
diálisis existe un aumento en los niveles séricos de HGF y al mismo tiempo que 
disminuyen los niveles de RNA de VHC [30, 74], sin embargo, no se sabe si 
existe una relación entre estos dos factores o bien si son eventos 
independientes. Con base en lo anterior nuestro grupo de investigación propone 
que puede existir una relación entre el factor de crecimiento y los niveles de 
estrés oxidativo en la célula provocado por la infección del VHC, y que en 
conjunto podrían definir los niveles de expresión del virus. A la fecha, no se han 
realizado estudios in vitro con el fin de evaluar este efecto, es por ello que el 
presente trabajo tiene la finalidad de evaluarlo en células que expresan 
constitutivamente las proteínas no estructurales del VHC, y la relación que esto 












4.1 Objetivo General 
Evaluar el efecto del factor de crecimiento de hepatocitos en la expresión 
del virus de la Hepatitis C y su relación con el estrés oxidativo utilizando el 
sistema celular  Huh-7 que expresa constitutivamente proteínas no estucturales 
del VHC. 
4.2 Objetivos Específicos 
1. Evaluar el efecto del HGF en la replicación y expresión génica del VHC 
en el modelo de replicón  subgenómico en células HuH-7.  
2. Evaluar la modulación de los niveles de estrés oxidativo en células Huh-7 
parental y replicón, en presencia y ausencia del HGF. 
3. Evaluar la participación de las proteínas antioxidantes SOD-1, SOD-2 y 










V. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
5.1 Reactivos 
Para el mantenimiento de la línea celular se utilizó medio de cultivo 
Advanced Dulbecco´s Modified Eagle Medium (ADMEM. GIBCO, Invitrogen, 
EUA) suplementado con L-glutamina (200 mM, 100X), suero bovino fetal (SBF, 
2X), antibiótico penicilina-estreptomicina (100 UI/mL de penicilina G sódica y 
100 ug/mL de sulfato de estreptomicina) y  aminoácidos no esenciales (10 mM, 
100X). Para realizar los subcultivos se utilizó Tripsina-EDTA 1X (GIBCO, 
Invitrogen, EUA). En el caso de las células replicón se utilizó geneticina G418 
(Geneticina; Gibco-BRL). Se empleó material de plástico como, puntas plásticas 
desechables, tubos eppendorf de 0.2, 0.6 y 1 mL, tubos falcon de 15 y 50 mL 
(Corning, EUA) botellas de cultivo de 25 y 75 cm2 (Corning, EUA), placas de 
cultivo de 24 y 96 pocillos,  placas de cultivo de 100 x 20 mm (Corning, EUA), 
raspadores plásticos estériles (Corning, EUA) y pipetas serológicas de 5 y 10 
mL (Corning, EUA). Para el recuento celular se utilizó el colorante azul de 
tripano al 0.4 % (Gibco, Invitrogen, EUA). 
Para el ensayo de viabilidad celular se utilizó el reactivo azul alamar al 10 
% (Invitrogen, EUA).  
Para la extracción de RNA se utilizó, Trizol (Life Technologies), 
cloroformo e isopropanol (Sigma) 
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Se utilizó el kit High-Capacity cDNA Archive de la marca Applied 
Biosystems (Foster City, CA, USA) para la síntesis de cDNA. Para la PCR en 
tiempo real se utilizó el reactivo TaqMan Universal PCR Master Mix de la marca 
Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Para normalizar los resultados de 
expresión se utilizó el ensayo de β-Actina 20X también de la marca Applied 
Biosystems (Foster City, CA, USA). 
En la extracción de proteínas totales se empleó inhibidor de proteasas 
(Roche, Alemania). La curva estándar de calibración se hizo con albúmina 
sérica bovina ph 5.2 grado reactivo (Amresco, EUA). 
Para los geles de poliacrilamida se utilizó acrilamida (Invitrogen, EUA) y 
N-N´-metilbisacrilamida (Invitrogen, EUA) proporción 29:1, SDS 10X (ICN 
Biomedicals, EUA), Tris-HCl pH 8.8 y pH 6.8, los catalizadores TEMED (Bio-
Rad, EUA) y persulfato de amonio (Sigma, EUA) grado reactivo. El buffer de 
corrida se preparó con Tris-base (Sigma, EUA) glicina (Sigma, EUA) y SDS 
(ICN Biomedicals, EUA).Se utilizó un marcador de peso molecular de 10-225 
kDa (Promega, EUA). 
Para el western blot  se utilizó el buffer de transferencia que fue 







El cultivo celular se realizó en una campana de flujo laminar clase II, tipo 
A2 (Nuaire) y en una incubadora con 5%de CO2, y 37°C de temperatura 
(Nuaire). Se empleó un microscopio invertido (Olympus CKX41) para la 
observación de las células en cultivo.  
Para la lisis celular mecánica se utilizó un vórtex (Vortex-gene 2 Scientific 
Industries), la centrifugación se hizo en una centrifuga refrigerada Heraus 
(Osteroide, Alemania) y en minicentrífuga (Centrifuge Eppendorf 5415D). La 
viabilidad celular y los extractos proteicos se cuantificaron en un lector de Elisa 
(ELX 800, Biotek). 
Para las lecturas de fluorescencia se utilizó un lector de placas Synergy 
HT BioTek. 
5.3 Líneas Celulares 
 
Se utilizó la línea celular de hepatocarcinoma humano Huh-7 replicón 
que expresa establemente las proteínas no estructurales del VHC y la línea 
celular parental Huh-7 (sin replicón), donadas amablemente por el Dr. A 
Koromilas (Lady Davies Institute, McGill University, Canadá).  Ambas líneas 
celulares fueron crecidas en medio de cultivo ADMEM suplementado con 2% de 
suero bovino fetal (SBF), 100 UI/ml de  penicilina y 100 µg/ml  de 
estreptomicina, 1% de aminoácidos no esenciales y en una atmósfera húmeda 
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de 5% de CO2 a 37C. Además, las células Huh-7 replicón fueron mantenidas 
en presencia de 500 µg/ml del fármaco G418 que se utiliza como marcador de 
selección. La geneticina fue removida antes de realizar los experimentos.  
 
5.4 Conteo Celular con Azul de Tripano y Siembra en Placa 
  
Una vez alcanzada la confluencia de 90-95 %, se les adicionó tripsina 
(0.25 %) a las células para despegarlas de la superficie de la botella, por un 
tiempo de 5-10 min, a 37 °C, a continuación se inactivo la tripsina con el mismo 
volumen de medio de cultivo suplementado. Se recuperó la suspensión celular 
en un tubo falcon de 15 mL y se centrifugó por 5 min a 1000 rpm para obtener 
un botón de células, el cual se resuspendió en el volumen de medio apropiado 
descartando el sobrenadante de la centrifugación. De la suspensión celular se 
preparó una dilución (1:8) con medio de cultivo y azul de tripano, para contar las 
células en la cámara de Neubauer. Se sembraron las células según el 










5.5 Tratamiento con HGF 
 
A partir de un vial con 10 ug de HGF liofilizado (Peprotech), se preparó el 
stock de trabajo, se adicionó 1 mL de agua Mili-Q estéril, teniendo una 
concentración final de 10 ug/mL. 
Con la finalidad de determinar la concentración de HGF con la cual se 
trabajaría, se realizó un ensayo de viabilidad celular por el método del azul 
alamar. Se sembraron 1.5 x 103 células Huh-7 replicón en placas de 96 pozos, 
se probaron 3 concentraciones distintas 20, 50 y 100 ng/mL y a los tiempos de 
0, 24, 48 y 72 horas, se evaluó por colorimetría el viraje de azul a rosa mediante 
la medición de la absorbancia a 600 nm y 570 nm, esta última usada como 
referencia.  
Una vez definida la concentración en 50 ng/mL de HGF, las células Huh-
7 replicón y Huh-7 parental fueron sembradas e incubadas por al menos 12 
horas para su estabilización y adhesión a la superficie de la placa. 
Posteriormente, se les realizó un cambio de medio, sustituyéndolo con medio 
sin SBF, con la finalidad de eliminar el efecto que pudiesen tener los factores de 
crecimiento presentes en el medio suplementado, se incubaron por 6 horas, y 
posteriormente se les adicionó 50 ng/mL de HGF y se incubaron durante 0, 6, 
12, 24, 48 y 72 h, según el parámetro a evaluar. Cada condición se realizó por 
triplicado y con su respectivo control sin tratamiento (Figura 12). 




Figura 12. Esquema general de tratamiento con HGF. 
 
 
5.6 Expresión de RNA y Proteínas Virales de VHC 
 
5.6.1 Extracción de RNA Total 
 
Para este ensayo se sembraron 2 x 105 células en placas de 6 pozos a 
las cuales se les proporcionó el tratamiento descrito previamente. El RNA total 
se extrajo  a las 0, 6, 12, 24  48 y 72 horas utilizando el reactivo Trizol de 
acuerdo con las especificaciones del proveedor (31). El RNA fue precipitado, 
lavado y resuspendido en 12µL de agua DEPC libre de RNAsas y almacenado 






5.6.2 Cuantificación Relativa del RNA de VHC  
 
A partir de 5 uL de RNA se sintetizó el cDNA por RT-PCR utilizando el kit 
High-Capacity cDNA Archive de la marca Applied Biosystems (Foster City, CA, 
USA), en un volumen final de 20 uL. El cDNA obtenido fue cuantificado 
utilizando un Nanodrop.  
Una vez obtenido el cDNA se realizó una escalera de distintas 
cantidades de cDNA para establecer la cantidad con la cual se realizarían los 
ensayos de PCR en tiempo real o cuantitativa. Para la PCR cuantitativa se 
utilizó un ensayo que contiene la sonda TaqMan y los iniciadores diseñados 
sobre regiones para NS5A. Así mismo, se utilizó el reactivo TaqMan Universal 
PCR Master Mix de la marca Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).  Los 
volúmenes de reacción fueron los siguientes: 10 uL del PCR Master Mix, 1 ul 
del ensayo conteniendo la sonda Taqman y los iniciadores de NS5A, 2.5 ul de 
cDNA conteniendo 50 ug  y se completó a 20 uL con agua.Para normalizar los 
resultados de expresión se utilizó el ensayo de β-Actina 20X también de la 
marca Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Cada condición se realizó 
por triplicado. Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo ABI Prism 7500 
Fast Real Time PCR System de Applied Biosystems. 
 
5.6.3  Extracción de Proteínas  y Cuantificación por Bradford 
 
Para este ensayo se sembraron 1 x 106 células en placas de 100 x 20 
mm, se les expuso al tratamiento mencionado previamente y se extrajo la 
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proteína total  a las 0, 24, 48 y 72 horas post-tratamiento, utilizando un buffer de 
lisis conteniendo 10mM de Tris-HCl pH 7.5, 50mM de KCl, 2mM de MgCl2, 1% 
de Tritón-X-100, 1mM de DDT, 1mM de PSMF y un stock de inhibidores de 
proteasas. Después, el lisado celular se incubó por 20 min en hielo, se 
centrifugó, y se colectó el sobrenadante para determinar la concentración de 
proteína total por el método de Bradford y fueron almacenadas a -80oC hasta su 
uso. El método de Bradford se realizó en microplaca, se utilizó 1 uL del extracto 
proteico, diluido en proporción 1:5 con agua mili-Q y 40 uL de reactivo de 
Bradford (Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad, EUA), mezclando y dejando 
reposar por 5 min. a temperatura ambiente para permitir el desarrollo de color 
de la reacción. La absorbancia se leyó a 600 nm de longitud de onda usando un 
lector de placas de Elisa (ELX800, Biotek). La cantidad de proteína fue 
estimada interpolando el valor de absorbancia de cada muestra en la curva 
estándar de referencia construida previamente con albúmina sérica bovina en 
un rango de 1 a 20 ug/mL. Los extractos cuantificados se conservaron a -80°C 
hasta su uso. 
 
5.6.4 Western Blot de la Proteína Viral NS5A  
 
Para el ensayo de western blot se utilizaron 40 g de proteína total. 
Previo a su resolución en el gel de poliacrilamida, fueron desnaturalizadas con 
el buffer de carga a 95°C por 5 min. Posteriormente  fueron resueltas en un gel 
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), que consistió 
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en un gel separador al 10 % y un gel concentrador al 5%, esto en un periodo de 
aproximadamente 2 horas a 80 volts. Posteriormente, las proteínas fueron  
transferidas a una membrana PVDF, por 2 horas aproximadamente a 120 volts, 
en frío y en agitación. Una vez terminada la transferencia la membrana fue 
teñida con el reactivo Rojo de Ponceau, con la finalidad de evaluar la integridad 
de las proteínas transferidas. Posteriormente la membrana se sometió a 
lavados para eliminar el colorante, se bloqueó con leche al 2% por una hora y 
se realizaron lavados para eliminar el exceso de leche. La membrana fue 
incubada con los anticuerpos primarios anti-VHC NS5A, y anti-β actina, a 4oC 
durante toda la noche. Al día siguiente se retiró el anticuerpo primario y se 
realizaron 3 lavados de 10 min. cada uno con buffer TBS 1X al  0.1%Tween. A 
continuación se adicionó el anticuerpo secundario correspondiente a cada 
anticuerpo primario y se dejó incubando y en agitación por 2 horas. Para 
finalizar se realizaron 3 lavados con buffer TBS-Tween 1x y se procedió con el 
revelado. La presencia de la reacción antígeno-anticuerpo fue visualizada 
empleando un kit  de Quimioluminiscencia de Santa Cruz Biotechnologies y se 
tomó la imagen por un fotodocumentador de quimioluminiscencia de Bio Rad 









5.7 Medición de Marcadores de Estrés Oxidativo 
 
5.7.1 Determinación de Especies Reactivas de Oxígeno. 
 
La producción de especies reactivas de oxígeno se comprobó por la 
fluorescencia emitida por la diclorofluoresceína (DCFH) en presencia de 
peróxidos. Para este ensayo se sembraron 1.5 x 103 células en cajas de 96 
pozos, especiales para fluorescencia, y se sometieron al tratamiento antes 
mencionado. Posteriormente se agregó 1 μM de DCFH-DA [5 mM]  y se incubó 
durante 30 min en oscuridad. Inmediatamente se determinó la fluorescencia de 
la DCFH usando un lector multimodal de microplacas Synergy HT BioTek; a 529 
nm/503 nm (emisión/exitación). Para este ensayo se le proporcionó a las 
células un pre-tratamiento con HGF de 12 horas y posterior a eso se le agregó 
al cultivo H2O2 2 mM como control positivo de daño, llevándose a la par el 
control sin tratamiento y el control de HGF solamente. 
 
5.7.2 Determinación de Proteínas Oxidadas 
 
Para este ensayo se sembraron 1 x 106 células en placas de 100 x 20 
mm, para extraer proteína a las 0, 24, 48 y 72 horas, se realizó la extracción de 
proteína total como se describió previamente  
La producción de grupos carbonilos en las proteínas oxidadas se 
determinó por Western blot usando el estuche comercial Oxyblot (Chemicon), el 
cual consistió en la derivatización de  20 ug de proteína total, utilizando el 
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reactivo DNPH (dinitrofenilhidrazona). En una primera etapa se añadió a cada 
tubo una cantidad 1:1 de SDS al 12%, después se añadieron 10 uL de DNPH, y 
se dejó reaccionar al menos 15 minutos y sin sobrepasar los 30 min. 
posteriormente se adicionaron 7 uL del reactivo neutralizante de la reacción y 
se procedió a cargar el gel de poliacrilamida a las mismas condiciones que 
fueron descritas para el Western blot. Se realizó la transferencia siguiendo las 
mismas especificaciones que para el Western blot. Se bloqueó la membrana y 
posteriormente se incubó con los anticuerpos provistos por el kit,  los cuales 
están dirigidos contra el grupo que fue derivatizado en la proteína y que indicará 
la presencia de proteínas oxidadas, se incubó con el anticuerpo secundario, y 
se realizaron los lavados correspondientes. La presencia de la reacción 
antígeno-anticuerpo fue visualizada empleando un kit  de Quimioluminiscencia 
de Santa Cruz Biotechnologies y se tomó la imagen por un fotodocumentador 
de quimioluminiscencia de Bio Rad utilizando el software Quantity One. 
. 
5.7.3 Determinación del Nivel Proteico de SOD-1, SOD-2 y Catalasa 
 
Con la finalidad de evaluar el nivel de las enzimas antioxidantes SOD-1, 
SOD-2 y Catalasa, se utilizaron 40 g de proteína total. Previo a su resolución 
en el gel de poliacrilamida, fueron desnaturalizadas con el buffer de carga a 
95°C por 5 min. Posteriormente  fueron resueltas en un gel de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), que consistió en un gel separador 
al 10 % y un gel concentrador al 5%, esto en un periodo de aproximadamente 2 
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horas a 80 volts. Posteriormente, las proteínas fueron  transferidas a una 
membrana PVDF, por 2 horas aproximadamente a 120 volts, en frío y en 
agitación. Una vez terminada la transferencia la membrana fue teñida con el 
reactivo Rojo de Ponceau, con la finalidad de evaluar la integridad de las 
proteínas transferidas. Posteriormente la membrana se sometió a lavados para 
eliminar el colorante, se bloqueó con leche al 2% por una hora y se realizaron 
lavados para eliminar el exceso de leche. La membrana fue incubada con los 
anticuerpos primarios anti-MnSOD, anti-CuZnSOD, anti-Catalasa y anti-β 
actina, a 4oC durante toda la noche. Al día siguiente se retiró el anticuerpo 
primario y se realizaron 3 lavados de 10 min. cada uno con buffer TBS 1X al  
0.1%Tween. A continuación se adicionó el anticuerpo secundario 
correspondiente a cada anticuerpo primario y se dejó incubando y en agitación 
por 2 horas. Para finalizar se realizaron 3 lavados con buffer TBS-Tween 1x y 
se procedió con el revelado. La presencia de la reacción antígeno-anticuerpo 
fue visualizada empleando un kit  de Quimioluminiscencia de Santa Cruz 
Biotechnologies y se tomó la imagen por un fotodocumentador de 
quimioluminiscencia de Bio Rad utilizando el software Quantity One. 
. 
5.8 Análisis de Datos 
 
Los experimentos se realizarán por triplicado y las variables fueron evaluadas 
mediante T de student de variables independientes (SPSS 15.0v). Las 







6.1 Ensayo de Viabilidad Celular 
 
Con la finalidad de evaluar la respuesta  y la viabilidad de las células 
Huh-7 replicón al ser expuestas a distintas cantidades de HGF, se realizó el 
ensayo de viabilidad celular, utilizando el  reactivo azul alamar, el cual es un 
indicador aprobado de viabilidad celular que utiliza el poder reductor natural  de 
las células viables para convertir la resazurina (azul) en resorufina (rojo), un 
compuesto que puede ser medido por colorimetría. Las células viables 
convierten continuamente la resazurina en resorufina, generando de este modo, 
una medida cuantitativa de la viabilidad y la citotoxicidad [75-76]. 
En el ensayo realizado, se probaron 3 concentraciones distintas de HGF, 
20, 50 y 100 ng/ml, a diferentes tiempos de exposición 0, 24, 48 y 72 horas. Los 
resultados muestran que a través del tiempo la viabilidad celular se mantiene 
estable hasta el tiempo de 72 horas en donde observamos hasta un 70 % de 
viabilidad comparado con el control sin tratamiento del tiempo evaluado (ver 
Gráfica 1). El porcentaje de viabilidad fue adecuado en los distintos tiempos 
evaluados, es decir se mantuvo estable; sin embargo, no se observó un 
aumento significativo en la proliferación de las células al ser tratadas con el 
HGF, a ninguna de las concentraciones evaluadas. 
Se optó por utilizar la concentración de 50 ng/mL, debido a que es la que 
posee un mayor efecto terapéutico en los diferentes modelos presentados en 
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6.2 Cuantificación del RNA del VHC por PCR en Tiempo Real 
 
Para el ensayo de PCR en tiempo real, se extrajo RNA total de células 
tratadas y no tratadas con HGF 50 ng/mL a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Se 
realizó la RT-PCR, posteriormente se cuantificó el cDNA obteniéndose las 


































Gráfica 1. Viabilidad celular. Las barras representan el No. de veces de 
proliferación en comparación con el tiempo de 0 horas al cual se le dio 




Concentración en ng/uL 









































Tabla 3. Cuantificación de cDNA del ensayo de RT-PCR. 
Se muestran los triplicados de cada experimento. 
 
Una vez obtenido el cDNA se realizaron diluciones de éste con la 
finalidad de utilizar  2.5 ul conteniendo 50 ug de cDNA para el ensayo de PCR 
en tiempo real, en el caso de las dos cuantificaciones, VHC y β-actina. 
 
Con la finalidad de estandarizar la cantidad de cDNA necesario para la 
reacción de PCR en tiempo real, se realizó una escalera de diferentes 
cantidades de cDNA que fueron 10, 100 y 1000 ng. obteniendo valores de Ct 
aceptables en todos ellos. Se eligió la cantidad de 50 ng para las 
cuantificaciones de los ensayos. 
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Se realizó la PCR en tiempo real de todos los tiempos obtenidos, en la 
gráfica 2 se presentan los datos arrojados una vez hecho el cálculo de ΔΔCt y 
en la tabla 3 y 4 se presentan los valores de Ct correspondientes a VHC y β-
actina. Se observa una disminución a partir de las 6 horas de exposición a HGF 
en comparación con el control sin tratamiento, manteniéndose a las 12 horas y 
siendo mas evidente a las 24 horas con una disminución de hasta el 50 % del 
nivel de RNA en comparación con el control sin tratamiento, siendo 
estadísticamente significativo con un valor p<0.05.    
 
Tiempo Sin tratamiento HGF (50ng/mL) 
0 23.00 -- 
6 23.20 22.77 
12 23.05 22.38 
24 20.95 21.07 
48 21.54 20.68 
72 20.16 20.92 
Tabla 4. Valores promedio de Ct de la cuantificación del RNA del VHC. 
 
 
Tiempo Sin tratamiento HGF (50ng/mL) 
0 21.46  
6 21.92 21.31 
12 22.25 21.59 
24 22.25 20.51 
48 22.41 21.67 
72 21.96 22.50 





Gráfica 2. Cuantificación relativa de RNA de VHC, medida por PCR  
en tiempo real utilizando β-actina como gen normalizador. *p<0.05 
 
Sin embargo, el nivel de RNA del virus se ve recuperado a partir del 
tiempo de 48 horas manteniéndose cerca del nivel observado en células que no 











6.3 Evaluación del Efecto del HGF sobre los Niveles de Expresión de 
la Proteína Viral NS5A 
 
Para evaluar la respuesta a la exposición a HGF a nivel traduccional, se 
extrajo proteína a las 0, 24, 48 y 72 horas posteriores a la exposición a HGF 50 
ng/mL. se cuantificó la proteína utilizando el método de Bradford y para ello se 
construyó una curva de estándares que se muestra en la gráfica 3.  
    Gráfica 3. Curva de calibración de Bradford. Las mediciones se 
       realizaron por triplicado y se grafica la media de ellas. Se muestra en la 
       esquina superior derecha la ecuación de la recta utilizada y el valor de R. 
 
 
Una vez cuantificada la proteína se utilizaron 40 ug para correr el gel de 
poliacrilamida al 10 % (gel separador). Posteriormente se realizó la 
transferencia del gel a la membrana de PVDF y se procedió con el inmunoblot, 
el resultado de la reacción de quimioluminiscencia se muestra en la figura 13. 
 





















 Figura 13. Western blot de la proteína viral NS5A.  Imagen representativa del 
triplicado de ensayos. 
 
Se realizó el análisis densitométrico del triplicado de imágenes y se 
normalizaron los resultados obtenidos con β-actina. El software utilizado para el 
análisis fue el ImageJ versión 1.44 p. En la gráfica 4 se presenta el resultado 
global. 
Gráfica 4. Análisis densitométrico del triplicado del Western blot de la 
proteína viral NS5A. Los datos fueron normalizados con β-actina y 
posteriormente se compararon con su correspondiente control sin 






















En la gráfica 4 podemos observar que no hay una disminución 
significativa del nivel de la proteína viral NS5A; sin embargo, se puede observar 
una tendencia a la disminución en los niveles de dicha proteína. 
  
6.4 Determinación de Especies Reactivas de Oxígeno 
 
Para este propósito se utilizaron placas especiales para determinar 
fluorescencia, y se evaluó la respuesta a tiempos cortos; posteriores al pre-
tratamiento con HGF. Se evaluó la respuesta al daño con H2O2 2mM, a las 0, 3 
y 6 horas de exposición a este agente, el cual produce radicales libres en la 
célula, los cuales pueden ser medidos por el método de la diclorofluoresceína. 










Gráfica 5. Determinación de ROS en células Huh-7 parental. Fueron 
pretratadas con HGF 50 ng/mL por 12 horas y posteriormente expuestas 












Gráfica 6. Determinación de ROS en células Huh-7 replicón. Fueron 
pretratadas con HGF 50 ng/mL por 12 horas y posteriormente expuestas 
a H2O2 2mM por 3 y 6 horas. 
 
En ambas líneas celulares se observa el mismo comportamiento, 
observamos claramente como las células que están en contacto con el H2O2 
presentan niveles mayores de fluorescencia, lo que es directamente 
proporcional a las especies reactivas de oxigeno presentes en la célula. Esto en 
comparación con los niveles presentes en el control sin tratamiento y en lo 
observado con el pre-tratamiento con HGF. Observamos que el pre-tratamiento 
con HGF no evitó ni aminoró la generación de especies reactivas de oxígeno al 






6.5 Determinación de Proteínas Oxidadas Totales 
 
Las proteínas oxidadas poseen un grupo carbonilo, el cual puede ser 
derivatizado con la finalidad de añadir un grupo metilo, útil para la identificación 
específica del total de dichas proteínas por Western blot. Este método, llamado 
Oxiblot, es útil para evaluar estrés oxidativo en la célula a nivel proteico. 
Se evaluaron las dos líneas celulares, replicón y parental como control, 
no tratadas y tratadas con HGF. 
A diferencia de lo observado a tiempos cortos con las especies reactivas 
de oxígeno, las proteínas oxidadas disminuyen de manera significativa en el 
caso de las células tratadas con HGF, como se puede observar en el caso de 










Figura 14. Oxiblot de células Huh-7 parental en presencia y 














Gráfica 7. Análisis densitométrico del triplicado de Oxiblots realizado  










Figura 15. Oxiblot de células Huh-7 replicón en presencia y 























        Gráfica 8. Análisis densitométrico del triplicado de Oxiblots realizado  


































6.6 Nivel de proteínas antioxidantes SOD-1, SOD-2 y Catalasa 
 
Con la finalidad de evaluar la participación de las proteínas antioxidantes 
SOD-1, SOD-2  y catalasa en el comportamiento observado en la expresión del 
VHC con el tratamiento con HGF, se evaluó a nivel traduccional la producción 
de estas enzimas. Se extrajo la proteína total a las 0, 24, 48 y 72 horas de las 
células tratadas y no tratadas con HGF, se evaluaron las 2 líneas celulares, 
replicón, y parental como control. Se cuantificó la proteína por el método de 
Bradford utilizando la curva de calibración mostrada anteriormente. Se 
realizaron Western blots para cada una de las proteínas antioxidantes 
mencionadas. 
Se analizó el comportamiento a nivel traduccional de la SOD-1 que 
corresponde a la dismutasa citosólica. En células Huh-7 parental, se observa un 
aumento en el nivel de esta enzima como se puede observar en la figura 16 y 
su correspondiente gráfica 8 del análisis densitométrico realizado para el 






















        Gráfica 9. Análisis densitométrico del nivel de la proteína SOD-1  
        en células Huh-7 parental. Se comparan las células tratadas con   

























Por otro lado, se analizó el comportamiento del nivel de dicha proteína en 
células Huh-7 replicón. Observándose un comportamiento distinto al de las 
células parental, se muestra la figura 17 que corresponde a la representativa del 
triplicado y la gráfica 9 que corresponde al análisis densitométrico.   
 












     Gráfica 10. Análisis densitométrico del nivel de la proteína SOD-1 
    en células Huh-7 replicón. Se comparan las células tratadas con 























Se evaluó también el nivel de la proteína SOD-2 que corresponde a la 
dismutasa mitocondrial. En el caso de las células Huh-7 parental, se observó un 
aumento en el nivel de la expresión de dicha proteína, como se observa en la 
figura 18 y en el análisis densitométrico correspondiente en la gráfica 10. 
 
           Figura 18. Western blot de la proteína antioxidante SOD-2 para  










           Gráfica 11. Análisis densitométrico del nivel de la proteína SOD-2 
     en células Huh-7 parental. Se comparan las células tratadas con 






















En el caso de las células replicón, que expresan las proteínas virales, no 
se observa un aumento en la expresión como en las células parentales; al 
contrario parecer ser que disminuye al inicio y posteriormente vuelve a sus 
niveles de expresión basales. Figura 19 y gráfica 11. 
 
Figura 19. Western blot de la proteína antioxidante SOD-2 para 
células Huh-7 replicón. 
 
 
           Gráfica 12. Análisis densitométrico del nivel de la proteína SOD-2 
      en células Huh-7 replicón. Se comparan las células tratadas con 
























Por último se evaluó el nivel de la proteína catalasa, la cual presentó un 
comportamiento similar al presentado por la SOD-1 y la SOD-2, en el caso de la 
línea celular parental. Se observó un aumento del nivel de esta proteína al ser 
tratada con HGF 50 ng/mL, como se puede representa en la figura 20 y en el 
análisis densitométrico en la gráfica 12. 
Figura 20. Western blot de la proteína antioxidante Catalasa para 
células Huh-7 parental. 
 
Gráfica 13. Análisis densitométrico del nivel de la proteína Catalasa 
      en células Huh-7 parental. Se comparan las células tratadas con 























En el caso del nivel de catalasa en la línea celular replicón, se mantiene 
en niveles basales sin ningún cambio aparente al ser tratadas con HGF 50 
ng/mL. Figura 21 y gráfica 13. 
 
 
Figura 21. Western blot de la proteína antioxidante Catalasa para 
células Huh-7 replicón. 
 
 
Gráfica 14. Análisis densitométrico del nivel de la proteína Catalasa 
en células Huh-7 replicón. Se comparan las células tratadas con 


























La infección por el virus de la hepatitis es actualmente la causa más 
frecuente de hepatitis crónica en nuestro país, con una prevalencia cercana al 
3% [77] y en aumento progresivo debido a múltiples factores. Es fácil 
comprender el enorme problema sociosanitario dado que el riesgo de cronicidad 
está en torno al 80%; y de ellos, un 10-25% desarrollarán cirrosis a los 20-30 
años de evolución con el consiguiente riesgo de mortalidad relacionada con la 
propia cirrosis y/o aparición de hepatocarcinoma [5, 78]. 
Actualmente, el tratamiento de la hepatitis crónica por VHC consiste en la 
combinación de interferón α pegilado y ribavirina. Con ello, se consigue una 
respuesta virológica sostenida en el 45-55% de los pacientes con genotipo 1, 
cercana al 65-70% en los sujetos con genotipo 4 y del 75-90% de los pacientes 
con genotipo 2 ó 3 [23, 25]. 
El  mecanismo molecular de la patogénesis del VHC sigue siendo poco 
claro. Sin embargo, el estrés oxidativo se ha convertido en un jugador clave en 
el desarrollo y la progresión de muchos estados patológicos, incluyendo la 
patogénesis del hígado inducida por el VHC [41, 44, 46]. 
El estrés oxidativo altera a lípidos, carbohidratos, proteínas y ácidos 
nucléicos, inhibe enzimas y deteriora el metabolismo y la viabilidad celular. Un  
nivel alto de estrés oxidativo  es común en los pacientes en hemodiálisis (HD), y 
contribuye al desarrollo de números desordenes. Por otro lado, es posible que 
estas lesiones inespecíficas evoquen una reacción de reparación en el 
organismo, una parte de la cual es el incremento de  la síntesis de la citocina 
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mitógena, morfogénica, y antiapoptótica, el HGF [73]. A pesar de que los 
niveles endógenos de HGF se elevan después de la lesión del tejido, los 
niveles son bajos cuando ocurre el daño. Además, los niveles altos y sostenidos 
de HGF son necesarios para la subsecuente reparación de tejidos. Por lo 
tanto, el uso de HGF exógeno como terapia puede ser un tratamiento eficaz 
para la prevención de la lesión de los tejidos y para promover su reparación 
[79]. Además, a este factor de crecimiento, se le han atribuido propiedades 
antioxidantes, las cuales han sido evaluadas en distintos modelos[69, 72-73].  
 
Por otro lado, la posible relación que posee este factor y la infección con 
el virus de la hepatitis C, es desconocida. Hay evidencias de que el HGF tiene 
un papel, en la disminución sérica del VHC en pacientes con hepatitis C crónica 
que se encuentran en tratamiento con hemodiálisis. Este factor se ha 
encontrado elevado durante el procedimiento de diálisis y posterior a ello se 
observa una disminución en la carga viral de los pacientes evaluados [30, 74]. 
Varios mecanismos se han propuesto para explicar la reducción de la 
concentración de RNA del VHC en suero: la adsorción de las partículas 
virales en las membranas de hemodiálisis[80], la filtración de los viriones en el 
líquido de diálisis [81], y la inducción de interferón alfa durante la 
diálisis que inhibe la replicación de VHC [82]. El trabajo realizado por Barril y 
cols. en el 2010 descarta la hipótesis de la adsorción de las partículas en las 
membranas ya que se evaluó la respuesta con diferentes tipos de membranas y 
en diferentes protocolos de diálisis y no se observaron diferencias significativas 
entre las variables.  
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En el presente trabajo se evaluó la participación del HGF en la expresión 
del VHC a nivel RNA y proteínas, con la finalidad de de determinar si este factor 
de crecimiento tiene algo que ver con la disminución del RNA viral. 
En primera instancia, se evaluó el efecto del HGF sobre la proliferación 
en las células Huh-7 replicón, las cuales expresan de manera estable y 
constitutiva las proteínas no estructurales del VHC. Se les dio el tratamiento a 
las células con diferentes concentraciones de HGF, 20, 50 y 100 ng/mL, en las 
3 concentraciones evaluadas se observó el mismo comportamiento, la viabilidad 
celular se mantiene estable durante las 24 y 48 horas post tratamiento y a las 
72 horas disminuye al 70 %, se consideró aceptable la viabilidad celular 
lograda, y se eligió la concentración de 50 ng/mL para trabajar en los 
experimentos siguientes. Además, se pudo comprobar que el comportamiento 
en la proliferación fue similar al reportado para las células Huh-7 parentales. Por 
otro lado, se comparó la respuesta al HGF de las células Huh-7 contra las 
células de hepatocarcinoma HepG2 reportada por Lee  y cols. en donde se 
observa como las células HepG2 aumentan sus niveles de proliferación al ser 
expuestas a distintas concentraciones de HGF [83], lo que no sucede con la 
línea celular Huh-7 replicón evaluada en este trabajo. Algunos reportes por el 
contrario, mencionan que el HGF inhibe el crecimiento de algunas líneas 
celulares de hepatoma [84-85]. 
En cuanto a la replicación viral, se encontró que ésta disminuye por 
efecto del tratamiento con el HGF. En las primeras horas evaluadas, 6 y 12 h se 
observa una disminución de alrededor del 10% en comparación con los 
controles sin tratamiento. Al tiempo de 24 horas post exposición se observó una 
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disminución de hasta 50 % del RNA del VHC, siendo este un hallazgo 
importante para determinar si este factor participa de alguna manera en la 
disminución de la carga viral en los pacientes con hemodiálisis. Sin embargo, el 
nivel de RNA viral se ve recuperado a niveles basales a las 48 y 72 horas de 
iniciado el tratamiento, esto puede deberse a que el HGF posee un tiempo de 
vida media muy corto, y no es capaz de mantener el efecto durante tiempos 
muy largos. Por el momento desconocemos el mecanismo por el cual el HGF 
ejerza ese efecto sobre la replicación del VHC. A la par se evaluó el efecto de 
este factor sobre la traducción de las proteínas virales por western blot, usando 
como indicador la proteína viral NS5A. La disminución observada en los niveles 
de la proteína viral no fue significativa; sin embargo, se puede constatar una 
tendencia a la disminución del nivel de esta proteína, lo que sugiere que el HGF 
participa en la disminución pero de manera parcial. 
Con la finalidad de averiguar si el efecto causado por HGF sobre la 
expresión del virus se debía a su participación en la modulación del estrés 
oxidativo, se evaluaron distintos parámetros.  
Por un lado se evaluó la participación del HGF sobre la generación de 
especies reactivas de oxígeno, en este caso, no se observó un efecto inhibitorio 
sobre las ROS. En las dos líneas celulares, parental y replicón, el pre-
tratamiento con HGF no fue capaz de disminuir el estrés generado por un 
agente oxidante como el peróxido de hidrógeno, usado como control positivo de 
daño en este estudio. Se ha evaluado el efecto del HGF sobre las ROS en 
distintos modelos, en donde la generación de éstas es inhibida por acción del 
tratamiento con HGF [71-72]. Sin embargo, las técnicas usadas para evaluarlo 
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han sido distintas a la usada en este trabajo, además de la concentración y los 
tiempos de exposición al peróxido de hidrógeno, este puede ser un factor 
determinante en la discrepancia de los datos obtenidos. 
Como se mencionó antes, uno de los daños generados en el estrés 
oxidativo es la oxidación de proteínas, las cuales pierden su función al ser 
dañadas de esta manera. En este trabajo se evaluó el nivel de proteínas 
oxidadas totales, las cuales presentaron un cambio al ser tratadas con el factor 
de crecimiento de hepatocitos. En las dos líneas celulares se observa una 
disminución con respecto al tiempo de las proteínas oxidadas, siendo 
estadísticamente significativa, al tiempo de 72 horas. Como se mencionó antes, 
las ROS no fueron inhibidas por el HGF, es por ello que la disminución en las 
proteínas oxidadas no esta relacionada a este hallazgo. Se sabe  que las 
proteínas oxidadas son enviadas a degradación por proteasoma, ya que tienden 
a acumularse y formar agregados que son nocivos para la célula[86], es posible 
que las proteínas oxidadas disminuidas que estamos observando, estén siendo 
degradadas solamente, en vez de que la oxidación de proteínas este 
disminuyendo por efecto del HGF, sin embargo, se requieren ensayos para 
asegurar que esto sea lo que en realidad está sucediendo.[87] 
Se evaluó por ultimo el nivel de proteínas antioxidantes en las líneas 
celulares parental y replicón y el efecto que el HGF ejerció sobre su expresión. 
Reportes previos indican que el HGF fue capaz de estimular la expresión de 
enzimas antioxidantes como, la Cu/Zn superóxido dismutasa  y la catalasa[72]. 
En este trabajo se encontró que el HGF es capaz de estimular las proteínas 
antioxidantes mencionadas solo en la línea celular Huh-7 parental, se observó 
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un aumento con respecto al tiempo en las 3 enzimas antioxidantes evaluadas 
(SOD-1, SOD-2 y Catalasa) al ser tratadas con el HGF. Por otro lado, en células 
que expresan las proteínas del virus se observa el efecto contrario en el caso 
de la SOD-1 y en el caso de la SOD-2 y Catalasa no existen cambios 
significativos en cuanto a su expresión, es por ello que sugerimos que la 
presencia de las proteínas virales pudiera estar afectando en la respuesta 
antioxidante provocada por el HGF. Con estos resultados podemos 
complementar lo encontrado con la disminución de las proteínas oxidadas, ya 
que al no haber un estimulo en la expresión de enzimas antioxidantes, estas no 
están participando directamente en la disminución de las proteínas oxidadas. 
Por lo tanto, proponemos que los sistemas antioxidantes evaluados no 
están directamente  relacionados con la regulación negativa a nivel traduccional 
y/o postraduccional ejercida por el HGF sobre la expresión del VHC. 
Al observarse simultáneamente la disminución de las proteínas virales 
así como de las proteínas oxidadas cabe la posibilidad de que estos eventos 
guarden relación entre si. Es posible que existan otros mecanismos alternativos 
para disminuir el daño celular inducido por las proteínas oxidadas, como la 












 El HGF no presenta un efecto mitogénico en las células Huh-7 
parentales ni en las replicón, a diferencia de otras líneas celulares de 
hepatoma que si son estimuladas por este factor de crecimiento. 
 El efecto del HGF sobre los niveles de RNA-VHC es dependiente del 
tiempo de exposición, mostrando una disminución del 50% del RNA a 
las 24 horas (p< 0.05); sin embargo, el nivel de RNA se ve 
recuperado a las 48 horas. 
 El HGF modula a nivel traduccional,  la expresión de la proteína viral 
de NS5A.  
 La exposición al HGF disminuyó los niveles de proteínas oxidadas 
tanto en las células parentales, como en las células replicón. Sin 
embargo, esto no se ve reflejado en los niveles de especies reactivas 
de oxigeno. 
 El HGF ejerce un efecto diferencial en la expresión de las enzimas 
antioxidantes SOD-1, SOD-2 y catalasa en las células Huh-7,  
aumentando su expresión en células parentales y disminuyendo 
(SOD-1) o no modificando significativamente su expresión (SOD-2  y 









 Comprobar la participación de los sistemas de ubiquitinación en 
los mecanismos de replicación e inhibición del VHC presentes en 
las células expuestas a HGF. 
 Evaluar la participación de los mecanismos antioxidantes 
primarios y secundarios en la supervivencia de las células 
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1. Congelación de células 
1. Retirar el medio de una botella de 75 cm2 con confluencia de 90%, la 
cual contiene aproximadamente entre 5 y 7 millones de células.  
2. Lavar con PBS 1x. 
3. Tripsinizar con 3 mL de tripsina (0.25%, 1x, GIBCO, Invitrogen, EUA) por 
5-7 min a 37ºC. Transcurrido el tiempo, se debe verificar que las células 
se han despegado macro o microscópicamente.  
4. Inactivar con un volumen igual de medio con suero (3 mL). 
5. Transferir las células a un tubo Falcon de 15 mL, centrifugar por 5 min a 
1000 rpm para formar un botón. Retirar el sobrenadante de medio de 
cultivo y tripsina inactivada. 
6. Resuspender en el volumen adecuado de SBF (900 L por cada vial a 
preparar). 
7. Depositar en cada vial 100 L de DMSO y 900 L de células 
resuspendidas en SBF. Agitar suavemente, flamear, sellar con parafilm y 
rotular.  
8. Dejar reposar en hielo por 5 min, luego 2 h a -20ºC y almacenar a -80ºC 
hasta su uso.  
 
Observaciones: 
* Cada mL de mezcla para congelar debe contener 1-2 millones de células. 
* Para congelar puede usarse medio de cultivo con un alto porcentaje de SBF, 
pero se obtienen mejores resultados en la preservación al congelar sólo en SBF 
con un 10% de DMSO.  
* De la temperatura de -80ºC, las células pueden transferirse a un contenedor 
de nitrógeno líquido para extender su vida útil.  
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2. Descongelación de células 
1. Preparar un baño de agua a 37ºC. 
2. Retirar los crioviales del congelador de -80ºC y sumergirlos, a modo de 
cubrir casi todo el vial, en el agua a 37ºC.  
3. Limpiar rápidamente los viales con etanol antes de introducirlos en la 
campana de flujo laminar.  
4. Transferir el contenido del vial descongelado, lenta y cuidadosamente, en 
botellas de 25 cm2 acondicionadas previamente con 5 mL de medio 
ADMEM. 
5. Observar 12-24 h después en el microscopio para verificar la adhesión 
celular. Si se necesita, puede hacerse un lavado con 3 mL de PBS y 
adicionar medio fresco para eliminar células muertas y detrito celular.  
 
Observaciones: 
* Una vez que se inicia el atemperamiento no se puede congelar de nuevo las 
células. 
 
3. Cultivo y subcultivo de la línea celular Huh-7 Parental y Huh-7 Replicón 
1. Revisar las células al microscopio en 10x y 40x para corroborar que se 
encuentren a un 90-95% de confluencia.  
2. Retirar el medio por aspiración.  
3. Lavar con PBS 1x, botellas de 75 cm2 con 5 mL y de 25 cm2 con 3 mL. 
Retirar el buffer por aspiración. 
4. Adicionar tripsina (botellas de 75 cm2 con 3 mL y de 25 cm2 con 2 mL), 
incubar a 37ºC por 5-7 min.  
5. Neutralizar usando medio de cultivo con suero en proporción 1:1 
respecto a la tripsina, agitando suavemente de un lado a otro para 
mezclar.  
6. Colocar el contenido de un tubo Falcon de 15 mL para centrifugar 5 min 
a 1000 rpm y formar una pastilla.  
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7. Remover el medio y la tripsina inactivada con puntilla estéril o pipeta 
estéril, evitando tocar el botón de células. Resuspender en el volumen 
apropiado de medio nuevo,  2 mL por cada botella de 75 cm2. 
8. Tomar la alícuota correspondiente de la resuspensión celular según la 
cantidad de células a conservar. 
9. Depositar en botellas nuevas o reusadas acondicionadas con medio 
nuevo suplementado y geneticina en el caso de las células Replicón.  
 
Observaciones: 
* La tripsina no debe dejarse por más de 10 min. 
* A botellas de 75 cm2 se les adicionan 10 mL de medio. Para botellas de 25 
cm2 es suficiente con 5 mL.  
* Deben adicionarse 5 L de geneticina (100 mg/mL) por cada mL de medio de 
cultivo.  
* Las botellas pueden reutilizarse para subcultivos, previo lavado con PBS 1x 
para eliminar residuos.  
 
4. Conteo y viabilidad celular con azul de tripano 
1. Retirar el medio de cultivo de la botella por aspiración y lavar con 3-4 mL 
de PBS 1x. 
2. Tripsinizar con 3 mL de tripsina por 5 min a 37ºC e inactivar con un 
volumen igual de medio con suero. 
3. Depositar en un tubo falcon de 15 mL y centrifugar a 1000 rpm por 5 min. 
4. Retirar el sobrenadante y resuspender en 3 mL, o el volumen adecuado 
según el tamaño del botón celular, de medio nuevo. 
5. Preparar en un tubo eppendorf de 0.3 mL una mezcla de 60 L de 
medio, 10 L de azul de tripano y 10 L de las células resuspendidas a 
modo de tener una dilución 1:8. Los volúmenes pueden ajustarse según 
las necesidades particulares tomando nota de la dilución.  
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6. Contar en la cámara de Neubauer en los 4 cuadros grandes, en el 
cuadro del centro o en ambos para corroborar el cálculo. El número de 
células por mL se estima según las siguientes fórmulas: 
Células/mL = (Promedio de células contadas en los 4 cuadros 
grandes)(8)(1x104) 
Células/mL = (Células contadas en cuadro central) (8 )(1x104) 
7. Tomar el volumen que contenga las células deseadas. Subcultivar, 
sembrar en placa o desechar el resto.  
 
Observaciones: 
* En el cálculo de conteo usando los 4 cuadros grandes de la cámara, se 
multiplica por 8 porque la dilución es 1:8, pero puede diluirse más o menos 
según convenga. 
* Una vez hecha la mezcla con el colorante azul de tripano, el conteo debe 
realizarse inmediatamente para tener un dato confiable de las células vivas y 
muertas.  
 
5. Siembra en placas de cultivo 
1. Con las células contadas (células/mL), se toma el volumen que contenga 
el número de células deseadas y se mezcla con el volumen total de 
medio de cultivo para sembrar las placas correspondientes.  
2. Mezclar suavemente por agitación y observar al microscopio.  
3. Incubar a 37ºC con 5% de CO2 el tiempo establecido de acuerdo al 
experimento a realizar. 
 
Observaciones: 
* La adhesión de las células debe permitirse en un tiempo de 12-16 h. Luego, 
se realiza el cambio de medio a medio sin suero, para dejar incubando al 
menos 6 horas. Posteriormente se inicia el tratamiento adicionando la cantidad 




6. Tratamiento con HGF 
La solución de trabajo de HGF se realizó a partir de un vial conteniendo 
10µg de HGF liofilizado el cual fue disuelto en 1 mL de agua Mili-Q estéril, 
para terminar en una concentración de 10 µg/mL. La cual fue almacenada a 
-20°C hasta su uso. 
 
7. Extracción de RNA total  
Fase de homogenización 
1. Adicionar 200 uL de reactivo  trizol a la placa, en este caso de 6 pozos) 
después de haber quitado el medio de cultivo. Mezclar y pasar el 
contenido a un tubo eppendorf de 1.5 mL. 
Fase de separación 
2. Incubar 5 min a temperatura ambiente para permitir la disociación 
completa de los complejos de nucleoproteínas. 
3. Añadir 40 uL de cloroformo por cada 200 uL de trizol y mezclar por 
inversión 15 s.  
4. Incubar el tubo en hielo 3 min. 
5. Centrifugar a 13,000 rpm por 15 min a 4°C. 
Precipitación del RNA 
6. Recuperar la fase acuosa y adicionarle 100 uL de isopropanol e incubar a 
-80°C por 1 hora o toda la noche. 
7. Centrifugar a 13,000 rpm por 15 min a 4°C. 
Lavado 
8. Remover el sobrenadante y lavar la pastilla con 200 uL de etanol al 70 % 
(preparado con agua DEPC). Mezclar con vórtex. 
9. Centrifugar a 13,000 rpm por 5 min a 4 °C. 
10. Retirar el etanol cuidadosamente con la pipeta. 
11. Resuspender en 12 uL de agua DEPC y 0.3 uL de RNAsas out. 
12. Almacenar a -80°C. 
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8. Retrotranscripción (RT-PCR) 
1. Cada una de las muestras de RNA se descongelan cuidadosamente en 
hielo y de preferencia una sola vez, para disminuir la degradación del 
RNA. 
2. Marcar un microtubo para PCR con la leyenda Mix 1 y otro con Mix 2. 
3. Al microtubos marcado con Mix 1, se le agregan los siguientes 
componentes: 
a. 5,5 µL de H2O DEPC 
b. 1 µL de Random Primers 
c. 5 µL del RNA extraído en el procedimiento anterior. 
4. Incubar el Mix 1 a 72°C durante 10 minutos en el termociclador. 
5. Durante la incubación del Mix 1, se procede a preparar el Mix 2, al cual 
se le agregan los siguientes componentes: 
a. 4µL de Buffer RT 5x. 
b. 2 µL de DTT 0,1 M 
c. 0,5µL de RNasa-Out 40 U/µL 
d. 1 µL de dNTP’s 
e. 1µL de M-MLV 200 U/µL  
6. Luego de terminar la incubación, el tubo rotulado como Mix 1 se coloca 
en hielo durante 3 minutos. 
7. Pasado este tiempo, se toman  los 8,5 µL del tubo rotulado como Mix 2 y 
se mezclan con el contenido del Mix 1. 
8. La mezcla de los dos Mix se coloca en el termociclador para continuar 
con el siguiente orden de temperaturas: 
a. 10 minutos a 25°C 
b. 1 hora a 37°C 
c. 5 minutos a 94°C 
d. 30 minutos a 4°C 




9. PCR en tiempo real o cuantitativa (qPCR) 
 
Posteriormente se realiza la PCR en tiempo real siguiendo las siguientes 
indicaciones: 
1. Realizar un mix para todas las muestras a analizar conteniendo la sonda 
taqman y el master mix. 
2. Añadir a cada tubo 11 µL de la mezcla (10 Master mix y 1 de sonda). 
3. Añadir la cantidad de cDNA estipulada. 
4. Completa con agua DEPC a la cantidad de 20µL. 
5. Tapar cuidadosamente los tubos sin tocar la parte superior de la tapa y 
usando toallas libres de polvo. 
6. Colocar los tubos en el equipo y especificar el protocolo de reacción en 
reacción estándar, cuantificación relativa ΔΔCt y uso de sonda taqman. 
7. En las tablas se presenta los reactivos en la reacción y las condiciones 
de ciclos de la PCR. 
 
Reactivo Cantidad (μL) 
Master Mix 10 
Agua DEPC 6.5 
Sonda 1 
Cdna 2.5 
Componentes de al reacción 
 
Paso 1 50°C - 2´  
Paso 2  95°C - 10´  
Paso 3 95°C  - 15”  
Paso 4 60°C - 1´  
Paso 5 Repetir 45 veces paso 3 y 4  









10. Extracción de proteínas. 
1. Eliminar el medio de la placa con pipeta y puntilla desechable. 
2. Agregar 1 mL de PBS frío para humedecer la superficie. 
3. Raspar con scraper o raspador plástico estéril el contorno de la mitad de 
la caja y el centro en un solo sentido, girando la placa en sentido de las 
manecillas de reloj, a modo de colectar las células en todas las 
posiciones. 
4. Transferir el líquido a un tubo eppendorf de 1.5 mL. 
5. Añadir 500 L más de PBS 1x a la placa, raspar de nuevo y transferir al 
eppendorf. Depositar en hielo.  
6. Dar una centrifugación rápida y retirar el sobrenadante. Repetir la 
centrifugación rápida y eliminar el remanente de líquido. 
7. Adicionar un volumen 1:1 de buffer de lisis con respecto al pellet 
obtenido, aproximadamente 20 uL para el tiempo de 0 horas y aumentar 
de 1-5 uL por cada día transcurrido. 
8. Incubar en hielo por 20 min. 
9. Centrifugar 5 min, a 13,000 rpm a 4°C. 
10. Retirar el sobrenadante (proteína) y pasarlo a un tubo nuevo. 
11. Almacenar a -80°C hasta su uso. 
 
Observaciones: 
* El PBS 1x se necesita frío (4ºC) para preservar de mejor manera las células 
hasta la extracción de proteínas.  
* Es importante eliminar la mayor cantidad de sobrenadante de medio y dejar la 
menor cantidad posible de líquido sin perturbar la pastilla celular debido que un 
exceso de líquido podría diluir la proteína a extraer.  
 
En cada ronda de experimentos se usaron células Huh-7 parental y replicón del 




11.  Curva estándar de referencia de proteínas 
1. Preparar una solución stock de BSA a una concentración de 100 mg/mL, 
se recomienda un volumen final de 1 mL.  
2. Diluir esta solución inicial 100 veces para obtener una segunda de 1 000 
g/mL. 
3. Diluir la solución de 1 000 g/mL 10 veces más para preparar una 
solución de 100 g/mL, con la cual se prepararán los 5 estándares de la 
curva.  
4. En la siguiente tabla se muestra las cantidades de los diferentes 
reactivos a mezclar para la preparación de los estándares directamente 
en la microplaca, con un volumen final de 200 L, usando la solución 
stock de 100 g/mL.  
 
Estándar (g/mL) Reactivo de Bradford Sol. Stock de proteína Agua miliQ 
0 40 L -- 160 L 
1 40 L 2 L 158 L 
5 40 L 10 L 150 L 
10 40 L 20 L 140 L 
15 40 L 30 L 130 L 
20 40 L 40 L 120 L 
 
5. Mezclar, dejar reposar por 5 min y leer a 600 nm de longitud de onda. 
6. Con las absorbancia, construir la curva de calibración y calcular la 




* Para las soluciones stock, el volumen de preparación recomendado es de 1 
mL.  
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* La evaluación de los estándares debe hacerse por triplicado, es recomendable 
que el coeficiente de variación sea menor al 5% y el coeficiente de correlación 
de la curva de, al menos, 0.980. 
 
 
12.  Cuantificación por el método de Bradford 
1. Preparar en una microplaca de 96 pozos lo siguiente: 
Blanco 160 L de agua miliQ + 40 L de reactivo de Bradford 
Muestra 159 L de agua miliQ + 40 L de reactivo de Bradford + 1 
L de extracto de proteína sin diluir o diluido 1:3 o 1:5 
2. Dejar reposar la reacción, luego de mezclar bien, por 5 min. 
3. Leer en el lector de ELISA a 600 nm, seleccionando la opción #12 
(Alamar 600). 
4. Estimar la concentración haciendo el cálculo correspondiente con la 




* Este método en microplaca permite que la reacción se realice con un volumen  
mínimo de muestra. 















1. Preparar un gel de poliacrilamida de 7x10 cm con el gel separador  a una 
concentración de 10% y el concentrador al 5%. Dejar polimerizar. 
2. Tomar 20(Oxiblot)  o 40Western blot)  g de proteína y mezclar con 
buffer de desnaturalización en una proporción 1:4. La mezcla puede 
ajustarse para tener un volumen manejable de 10-12 L, aunque puede 
cargarse menos, 2-3 L.  
3. Desnaturalizar las proteínas calentado a 94ºC por 5 min en thermomixer 
y poner en hielo. 
4. Armar la cámara, poner buffer de corrida 1x  y cargar las muestras, 
incluyendo el marcador de peso molecular.  
5. Correr a 80 V  por aproximadamente 2 h. 
6. Desmontar el gel y seguir a la transferencia. 
 
14.  Transferencia a la membrana de PVDF. 
1. Recortar la membrana Hybond-P PVDF (Amersham Biosciences) con las 
dimensiones de 6 cm de ancho por 8.5 cm de largo. 
2. Sumergir la membrana en metanol 100% (v/v) por 30 s,  
3. Lavar la membrana con agua Mili-Q por 5 min. 
4. Equilibrar la membrana con buffer de transferencia 1X minimo 5 min 
antes de realizar la transferencia. 
5. Colocar también en buffer de trasferencia 4 piezas de papel filtro y 3 
esponjas en una charola grande. 
6. Remover y descartar el gel concentrador. 
7. Colocar sobre el gel un filtro húmedo y despegar el gel del vidrio. 
8. Colocarlo sobre la esponja del set de transferencia. 
9.  Armar el sándwich colocando sobre el gel la membrana previamente 
equilibrada. Eliminar burbujas con la pipeta rolling. 
10. Colocar un papel filtro humedecido sobre la membrana, 
consecutivamente colocar la esponja. 
11. Transferir a 4°C a 120 V por 2 horas o a 35 V por toda la noche. 
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15. Western Blot o inmunodetección 
 
1. Después de la transferencia teñir la membrana con el reactivo rojo de 
Ponceau. 
2. Enjuagar la membrana teñida con buffer TBS-T 1X utilizando un agitador 
mecánico, hasta eliminar el colorante  y marcar con lápiz los pesos 
moleculares del marcador. 
3. Sumergir la membrana en el buffer de bloqueo con leche e incubar por 1 
hora de preferencia a 4°C. 
4. Posteriormente lavar la membrana para eliminar restos del buffer de 
bloqueo. 
5. Incubar la membrana con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C. 
6. Retirar el anticuerpo primario y lavar la membrana 3 veces por 10 min 
cada vez a temperatura ambiente. 
7. Incubar la membrana con el anticuerpo secundario por 2 horas y en 
agitación de preferencia a 4°C. 
8. Lavar la membrana 3 veces con buffer TBS-T 1X por 10 min cada lavado. 
9. Al terminar los lavados preparar el material necesario para efectuar el 
desarrollo de quimioluminiscencia. 
 
16.  Quimioluminiscencia 
1.  Preparar la solución de detección mezclando la solución A y B del kit de 
quimioluminiscencia Santa Cruz Biotechnologies, en una proporción 1:1 
(1 ml de cada reactivo). La cantidad requerida de la mezcla es de 
aproximadamente 0.1 ml /cm2 de membrana. 
2. Incubar la membrana con la solución en otro recipiente cubierto con 
aluminio. Alrededor de 1 min mezclando suavemente. 
3. Colocar la membrana en un acetato y llevar a fotodocumentador. 





17. Eliminación de anticuerpos (Stripping out) 
1. Sumergir la membrana PVDF en el buffer stripping 1X 
2. Incubar la membrana a 50 °C durante 30 min por agitación. 
3. Lavar la membrana 4 veces con TBS-T 1X o las veces que sean 
necesarias para eliminar el β-mercaptoetanol presente en el buffer. 
4. Bloquear la membrana en buffer de bloqueo con leche durante 30 min. 
5. Repetir el procedimiento de inmunodetección.  
 
 
18. Oxiblot  
1. Realizar la extracción de proteínas como se describió anteriormente. 
2. Utilizar de 15 a 20 µg de proteína para la reacción de derivatización. 
3. Desnaturalizar con un volumen equivalente de SDS 12% (1:1) para una 
concentración final de 6%. 
4. Derivatizar la muestra añadiendo 10 µL de DNPH 1x. 
5. Incubar la reacción por 15 min. sin sobrepasar los 30 min. 
6. Añadir 7.5 µL de la solución neutralizadora. 
7. Continuar con el procedimiento antes descrito para Western blot, 








19.  Determinación de ROS por DCFH 
1. Sembrar alrededor de 15 mil células en placas negras de 95 pozos. 
2. Aplicar los tratamientos correspondientes  
3. 30 min antes de cumplirse el tratamiento, añadir 2 µL de DCFH 0.5 mM 
para obtener una concentración final en el pozo de 5µm. 
4. Forrar la placa con aluminio e incubar los 30 min. a 37 °C. 
5. Leer en un lector de fluorescencia para placas a una longitu de ondda de 


























Preparación de Reactivos 
 
I. Cultivo Celular 
 
1. Medio de cultivo ADMEM (Invitrogen, Cat. 12491015) 
Para 500 mL, 
 Suero 2%    10 mL 
 Glutamina 1%     5 mL 
 Aminoácidos no esenciales 1% 5 mL 
 Antibiótico 1%   5 mL 
 
2. Buffer PBS 1x 
 Cantidad Concentración final 
NaCl 80 g 8% 
KCl 2 g 0.20% 
NaHPO4 14.4 g 1.44% 
KH2PO4 2.4 g 0.24% 
 






Para preparar 10 mL de geneticina, pesar 1.35 g de polvo en un tubo falcon de 
15 mL, cuidando que la boca del tubo no toque ninguna superficie. Aforar con 
agua miliQ estéril completando a 10 mL, para obtener una concentración de 100 
mg/mL. Alicuotar en tubos eppendorf y rotular. Se hace además una prueba de 
esterilidad dejando incubar una porción de geneticina con medio de cultivo por 
una semana. La geneticina recién preparada no puede ocuparse hasta que se 






1. Buffer Tris-HCl  1.5 M pH 8.8 (Buffer separador) 
Reactivo Cantidad Concentración final 
Tris-base 27.25 g 1.5 M 
SDS 0.60 g  9.4% 
Ajustar pH a 8.8 con HCl y aforar a 150 mL con agua destilada. Almacenar a 
4ºC.  
 
2. Buffer Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 (Buffer concentrador) 
Reactivo Cantidad Concentración final 
Tris-base 9.0 g 0.5 M 
SDS 0.60 g  0.4% 
Ajustar pH a 6.8 con HCl y aforar a 150 mL con agua destilada. Almacenar a 
4ºC.  
 
3. Buffer de corrida 5x 
Reactivo Cantidad Concentración final 
Tris-base 15.1 g 125 mM 
Glicina 94.0 g 1.25 M 
SDS 5.0 g 0.50% 
 
Aforar a 1 L con agua destilada hasta la completa disolución de todos los 
sólidos. Agitar en placa de agnación si es necesario. Puede almacenarse a 









4. Gel de Poliacrilamida de 7x10 cm por 1 mm de grosor 
 Separador (10%) Concentrador (5%) 
Agua miliQ (mL) 4.02 3.05 
Poliacrilamida al 30% (mL) 3.33 0.650 
Buffer* (mL) 2.5 1.25 
SDS 10% (L) 0.1 0.050 
PSA 10% (L) 0.05 0.025 
TEMED (L) 0.01 0.010 
 10.01 mL 8.085 mL 




5. Buffer de desnaturalización para proteínas 
Reactivo Cantidad 
Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 1.0 mL  
Glicerol 0.8 mL 
SDS 10% 1.6 mL 
Azul de bromofenol 1% 0.4 mL 
2-mercaptoetanol 0.4 mL 
Agua destilada 3.0 mL 
 
6.  SDS al 10% (ICN Biomedicals, Cat. 194831) 
Pesar 10 g de SDS y aforar a 100 mL con agua destilada, agitar en placa para 
lograr la disolución. El reactivo es irritante por lo que se recomienda el uso de 
cubrebocas al pesarlo.  
 
7. Persulfato de amonio al 10% (Sigma, Cat. A9164) 
Pesar 100 mg de reactivo sólido en tubos eppendorf y guardar a -20ºC 
protegidos de la luz. Agregar 1 mL de agua destilada justo antes de usar. 
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18. Inhibidor de proteasas 
Disolver 1 tableta de marca comercial en 1 mL de agua. 
 
 
III. Western blot 
 
1. Buffer de transferencia 10 X 
Tris Base 25mM  60.6gr 
Glicina 192mM    288gr 
SDS 0.05%   10g 
Agua DE             2000 ml 
 
2. TBS 10X 
24.2 g Tris HCl + 80 g NaCl disolver en 900 mL de agua destilada. 
Ajustar pH a 7.6 y aforar a 1 L. 
 
3. TBS-T 1X 
Diluir 100 mL de TBS 10X en 900 mL de agua destilada y adicionar 1 mL 
de Tween 20. 
  
4. Buffer de bloqueo con leche 1X 
Reactivo Cantidad 
Leche descremada en polvo 1.2 g 
TBS-T 1X 40 mL 
 
5. Solución de Ponceau 0.1 % 
Reactivo Cantidad 
Ponceau S. 0.2 g 
Ac. acético 10 mL 




6. Diluciones de anticuerpos 
Los anticuerpos de diluyeron en 5 mL de TBS-T 1X según el anticuerpo 
utilizado fue la dilución que se usó. 
 
7. Buffer de stripping 1X 
Reactivo Cantidad 
Tris-HCl pH 6.7 31.25 g 
SDS 10% 100 mL 
Β-mercaptoetanol 3.5 mL 
Aforar a 500 mL con agua destilada. 
 
IV. Ensayo de viabilidad con azul alamar 
 
Se utilizó azul alamar al 10 %. Directo del frasco se tomo la cantidad necesaria 
a utilizar y se diluyó con medio ADMEM, se prepara 1 día previo a su uso. 
 
V. Determinación de ROS 
 
Para ello se utilizó la diclorofluoresceína diacetilada o DCFH al 0.5 mM se 
pesaron 0.00048 g , y se disolvieron en 2 mL de etanol grado reactivo. 
 
Se preparó también peróxido de hidrógeno al 0.2 M a partir de una solución al 
0.88 M. Se tomaron 227 µL de la solución concentrada y se diluyeron con 
773µL de agua Mili-Q estéril para obtener al concentración final de 0.2 M.  
